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镜湖萼花臂尾轮虫（!"#$%&’()* $#+,$&-+’")*）
种群遗传多样性的季节变化

项贤领，席贻龙!，胡好远
（安徽师范大学生命科学学院；安徽省高校生物环境与生态安全省级重点实验室，芜湖 !79$$$）

摘要：运用随机 扩 增 多 态 ].%（Y%S]）技 术 研 究 了 于 !$$: 年 春 季 和 夏 季 采 自 芜 湖 市 镜 湖 的 萼 花 臂 尾 轮 虫 （!"#$%&’()*

$#+,$&-+’")*）种群基因组 ].% 多态性。从 77 个随机引物中筛选出 9$ 个谱带清晰、重复性好的引物。9$ 个引物共检测到 "# 个

位点，其中 #: 个位点显多态性，多态位点比例（.）为 >:2 :^。对 Y%S] 扩增结果进行聚类分析，基于遗传距离指数构建了萼花

臂尾轮虫的 VS+[% 和 [( 系统树。经计算，各克隆平均遗传距离指数为 $2 :!98，春季种群内遗传距离指数（$2 779#）大于夏季

种群内遗传距离指数（$2 76$7）；两季节种群间遗传距离指数为 $2 #$9$，明显大于季节种群内遗传距离指数。9# 个克隆分别聚

在 ! 个主要簇群中，在 VS+[% 系统树中，春季种群和夏季种群明显分聚在两个主要支系中；而在 [( 树中，除了夏季 -4! 克隆

和春季种群聚到一个支系外，其它夏季种群则聚在一个独立支系中。上述结果表明，春季种群和夏季种群在遗传上具有较大的

差异；镜湖萼花臂尾轮虫种群存在着明显的季节更替，而 -4! 克隆可能是春季和夏季种群间的过渡。

关键词：萼花臂尾轮虫!季节种群! ].% 多态性! Y%S]!遗传距离
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水环境的季节性变化对水生生物的生理生化具有较大影响。温度和饵料等环境因子随季节而变化使得

鱼类［I J K］和甲壳类［L，M］动物蛋白酶的活力和组成相应地也会发生一定的变化。由于蛋白质的表达和基因之

间呈非线性关系，且蛋白质组具有多样性和可变性，同一机体的不同细胞中，蛋白质的种类和数量是各不相同

的；即使是同一种细胞，在不同时期、不同生理条件下，其蛋白质组都处在不断变化之中。因此，水环境的季节

性变化所引起的水生生物生理生化的变化究竟是由于基因水平上的差异导致的，还是由于温度等环境因子的

改变而引起蛋白酶活力的变化造成的，目前仍有待于进一步的研究。

轮虫是各类水体中广泛分布的一类浮游动物，在自然水生态系统的物质循环和能量传递过程中具有重要

的作用。为探明轮虫种群遗传结构的季节变化，江东海等!运用等位酶电泳技术和实验种群生态学研究方法

分析了于 ANNM 年春季和夏季采自芜湖市镜湖的萼花臂尾轮虫种群，发现两季节种群间存在着明显的遗传差

异和生态分化；但它们在 FG= 水平上的差异如何却不得而知，而这恰是国际轮虫学界有关轮虫种群季节变化

研究中倍受关注的问题之一。

随机扩增多态 FG=（H-.6)0 =0#*,7,’6 :)*50)1#!,( FG=，H=:F）技术具有检测快速、操作简便、灵敏度

高、成本低等特点，已被广泛应用于遗传多样性［O J P］、物种分化以及种群遗传结构空间变异［Q］等研究。然而将

H=:F 技术应用于轮虫种群季节差异的研究尚未见报道。本文以各类水体中广泛分布的萼花臂尾轮虫为对

象，运用 H=:F 技术对采自芜湖市镜湖春、夏两个季节的轮虫种群进行了基因组 FG= 多态性研究，旨在从

FG= 水平上探讨其遗传多样性和种群季节差异。

)* 材料和方法

)& ) 轮虫的采集和培养

实验用萼花臂尾轮虫于 ANNM 年春季和夏季采自芜湖市镜湖。采样时，在湖区设 P 个采样点。样品采集

后，实验室内在（AM R I）S、自然光照（光照强度约 IKN*?，CTF U ILTIN）条件下对轮虫进行“克隆”培养。培养

液采用 ;,*2’1"［IN］配方 （#V U W& K），所用饵料为 VXY L 培养基培养的、处于指数增长期的蛋白核小球藻

（/-%)*0%%$ 1&*0.)’2),$），培养时间在 I 个月以上。当各“克隆”轮虫的个体数达 INNN 只以上时用轮虫培养液

过滤冲洗，饥饿 AL! 后用 WNZ酒精固定保存。本研究开始前，分别由春季和夏季的克隆群中随机选取了 W 个

和 Q 个克隆。

)& + 总 FG= 的提取

用玻璃粉法提取基因组 FG=［II］。具体方法为：离心获得轮虫样品，66VA[ 冲洗 A 次，置 I& M0* >##’.6)17

管中，加 MNN"* FG= 提取缓冲液（N& MZ @F@，AM00)* $ C >FB=，AM00)* $ C G-\*，INN00)* $ C B1,/YV\*，#VP& N）和

AN"* 蛋白酶 ]（AN"+ $ 0*），置 ONS水浴 A!；加 MNN"* P0)* $ C 预热后的硫氰酸胍和 LN"*（ITI）的洁净玻璃粉乳

液，混匀后置 KWS水浴 I!，不时摇动；取出，LNNN1 $ 0,. 离心 A 0,.，弃去上清液；沉淀用 WNZ 冰乙醇洗 A 次，再

用丙酮洗 I 次；置真空干燥机中干燥。加 B>（#VP& N）LN"*，置 MOS水浴 KN0,.，取出，PNNN1 $ 0,. 离心 A 0,.，吸

上清液，置YANS保存备用。

)& , H=:F 扩增反应及检测

H=:F 扩增反应在 <E H’/’-1(! 公司生产的 :B\YINNB< 扩增仪上进行，凝胶成像系统为 9*"1-Y^,)*’"
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/0)12("3 4"1& 5-670,1+’ 89，:;< =-0>’0 使用宝生物工程（大连）有限公司的 :4?@@@，其它试剂均购于上海博

之鑫公司。反应体系的总体积为 ?A!*，包括 B C D2EE’0，@& ?66)* $ 4 1;F/，B& A!6)* $ 4 随机引物，? 66)* $ 4
=+? G ，:;< 模板 ?!*，B8 的 F-H 酶，超纯水补至 ?A!*。扩增程序如下：IJK预变性 L6,.，IJK变性 B6,.，MAK
退火 B6,.，N?K延伸 ?6,.，共 MA 个循环。最后 N?K延伸 B@6,.，JK保存 B@!，终止反应。每次反应设空白对

照。扩增产物在 ?O的琼脂糖凝胶（含 @& A!+ $ 6* PD）中电泳，缓冲液为 B C FDP，电泳时间约 B& A!，在凝胶成

像系统中进行观察、拍照并分析。

!& " 数据处理及分析

根据记录和电泳照片计算清晰的扩增带，利用 ;’, Q 4, 的公式［B?］计算遗传距离指数：

共享度 ! R ? C "#$ $ （"# G "$）

式中，"#$表示样本 # 和 $ 之间共有的 :;< 扩增片段数目，"#为样本 # 具有的 :;< 扩增片段数目，"$为样

本 $ 具有的 :;< 扩增片段数目。

再根据片段共享度来计算遗传距离指数：

% R B " !
将遗传距离指数排成矩阵输入分子进化遗传分析软件 =PS<（T’03,). M& @）程序中，应用 8/S=< 法和 =P

法进行聚类分析，得到两个系统树。根据扩增带，统计位点总数、多态位点数和每个多态位点在群体中的分布

频率，群体的多态位点百分率 & R 该群体的多态位点数 $ 位点总数 C B@@O。

# 结果与分析

#& ! U</: 图谱分析

本研究使用了 <、D、V、W、F 和 9 共 L 个系列 L@ 个 B@7# 随机引物（上海生工生物工程技术服务有限公司）。

对这些引物进行筛选，选择其中产生丰富 :;< 扩增片段的 JJ 个引物正式扩增。筛选的 JJ 个引物中有 B@ 个引

物扩增出的 U</: 谱带清晰、重复性好，具多态性。扩增出的 :;< 条带数目从 B 条到 X 条，平均每个引物在每个

样本上产生 J 条带。表 B 列出了所有 B@ 个随机引物的序列，图 B 示引物 VB@ 和 VBM 扩增产物的电泳图。

表 ! !$ 个随机引物的 %&’ 序列和扩增带数

()*+, ! -,./,01,2 )03 0/4*,52 67 )48+979,3 *)032 67 !$ 5)0364 8594,52

引物

/0,6’0
序列（AYZMY）
W’H2’.(’3

扩增带数

;)3& )E 7-.13
引物

/0,6’0
序列（AYZMY）
W’H2’.(’3

扩增带数

;)3& )E 7-.13

V@J 55S55F<SF5 ?ZJ VBM 5FSSSS5FS< BZL

V@L <<SS5SS5<S MZN W@A FFFSSSS55F BZL

V@N 5<S5S<5<<S ?ZX W@L S<F<55F5SS ?ZA

V@I FSS<S<S5<S BZX W@I F55FSSF555 MZX

VB@ <5<<5S5S<S BZA F@? SS<S<S<5F5 ?ZL

#& #: 多态性分析与遗传距离指数

表 # 季节种群内和季节种群间遗传距离指数

: : ()*+, # (;, 903,< 67 =,0,>91 392>)01, *,>?,,0 )03 ?9>;90 >;, >?6

2,)260)+ 868/+)>9602

季节种群 W’-3).-* #)#2*-",).3 春季 W#0,.+ 夏季 W266’0

春季 W#0,.+ @& JJBL

夏季 W266’0 @& L@B@ @& JM@J

B@ 个引物共检测到 NL 个位点，其中 LA 个位点显多态性，多态位点比例（&）为 XA& AO。每个引物均扩增出多

态片段，多态位点百分率因引物而异，也因季节种群而异。表 ? 列出了季节种群内和季节种群间遗传距离指

数，各克隆平均遗传距离指数为 @& A?BI，春季种群内

遗传距离指数（@& JJBL）大于夏季种群内遗传距离指

数（@& JM@J），两季节种群间遗传距离指数（@& L@B@）

明显大于季节种群内遗传距离指数。

#& @: 聚类分析

对 U</: 扩增结果进行聚类分析，基于遗传距离

指数构建了萼花臂尾轮虫的 8/S=<（图 ?）和 =P 系

AJJ?[ L 期 [ [ [ 项贤领[ 等：镜湖萼花臂尾轮虫（’()*+,-./0 *)1$*,21-(/0）种群遗传多样性的季节变化 [
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统树（图 /）。01 个克隆分别聚在 2 个主要簇群中，在 34567 系统树中，春季克隆和夏季克隆明显分聚在两

个主要支系中；而在 68 树中，除了夏季 9:2 克隆和所有的春季克隆聚到一个支系外，其它夏季克隆则聚在一

个独立支系中。

图 0 引物 ;0< 和 ;0/ 的扩增图谱

=,+& 0 7>#*,?,(-",). #@)?,*’A +’.’@-"’B CD #@,>’@A ;0< E ;0/

图 2 萼花臂尾轮虫 01 个克隆的 34567 系统树

=,+& 2 34567 B’.B@)+@-> )? 01 (*).’A )? !" #$%&#’(%)*+,
图 / 萼花臂尾轮虫 01 个克隆的 68 系统树

=,+& / 68 B’.B@)+@-> )? 01 (*).’A )? !" #$%&#’(%)*+,

!" 讨论

已有的研究结果表明，由于水环境中的物理、化学和生物等因子季节性变化的影响，栖息于温度等环境条

件较均一的浅水湖泊或池塘中的大肚须足轮虫（-+#.%$/’, 0’%$1$1$）、盖氏晶囊轮虫（2,3%$/#./$ 4’*)0’）和褶皱

臂尾轮虫（!" 3%’#$1’%’,）等种群内的部分克隆间不仅存在着生态特化，而且具有明显的遗传差异［0/ F 01］。此外，

某一时期不同基因型的克隆群可共存于同一水体中（即“克隆共存”），另一时期则存在着不同基因型的克隆

1GG2 H 生H 态H 学H 报H H H 2I 卷H
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群的交替出现（即“克隆替代”）［/0］，这表明轮虫种群遗传结构存在着季节变化。本研究中，在所检测到的 01
个位点中 12 个位点显多态性，多态位点比例（!）为 32& 24，可见采自镜湖的萼花臂尾轮虫不同季节克隆间遗

传差异较大，遗传多样性也较丰富。通过 56789 法构建系统树发现，春季种群和夏季种群被明显分为两个

独立的进化枝；而 8: 树中，采集于夏季的 ;<= 却聚类在春季克隆群支系中。由此可见，本研究在等位酶分

析!的基础上，首次在 >?9 水平上发现镜湖萼花臂尾轮虫春季种群和夏季种群在遗传上具有较大的差异；镜

湖萼花臂尾轮虫种群存在着明显的季节更替（“克隆替代”），而 ;<= 克隆可能为春季和夏季种群间的过渡。

镜湖萼花臂尾轮虫种群遗传结构存在着明显的季节更替，可能与轮虫种群本身所存在的季节更替具有密

切的关系。@,< 等［/3］发现，春末（A 月底）轮虫种群在 /BC的水体中具有较高的混交雌体百分率，导致了轮虫

种群的急剧减小和随后的几近消失。夏季，由于水体中现存的轮虫个体和由底泥中的休眠卵孵化产生的轮虫

个体的孤雌生殖导致轮虫种群出现较高的密度。在此过程中，春季种群中原有的部分个体的消失和夏季种群

中新出现的部分个体的加入必然会导致种群遗传结构出现明显的季节更替。

动物基因位点频率在不同季节和年间存在差异已有一些报道。在本研究中，各引物所反映的季节多态性

变化趋势也略有不同，这可能是由于各引物所结合的位点受到的选择压力不同所致［/B］。周虞灿［=D］也发现小

家鼠（"#$%#$&#’#$）的血红蛋白（EF）共有 1 种多态型，但所有多态型并非在每一个季节都出现。

与过去的蛋白或酶多态方法相比，采用 G96> 技术的确能够检测到大量的遗传多态位点，这样的方法对

于研究种群时空异质性是比较合适的，因为种群动态研究往往需要分析大量的样品和较多的基因位点。
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